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[背景・目的] 
環境中の微弱な硝化活性を測定することは，環境科学で
の基本的な要求であり，近年に至るまで開発と改良が積み
重ねられている。最近，主流となっているのは，環境試料
に 15NH4
+を添加し、硝化活性により生成された
15N-NO2
-/NO3
-を経時的に定量する方法がある。15NO3
-は、
N2O還元酵素が欠損した脱窒細菌株でN2O (m/z:45, 46)に
変換し、GC/MS で定量することができる。しかし、この
方法は、脱窒細菌株の培養と調製に手間と時間がかかる，
微生物の取り扱いに不慣れな環境科学者には習熟を要求
する方法である。実験操作としても，脱窒活性を誘導する
ために添加する NO3
-が実験系に混入し過大評価を引き起
こすリスクを伴う。そのため、超低濃度の NO3
-の定量に
は使用しにくい。また、環境科学では，設備を完備してい
ない野外の現場で，この方法を用いたいという需要がある
が，の方法はそれに応えることができない。 
我々は、硝化活性により生成された 15N-NO2
-/NO3
-を、
海水中に存在する脱窒活性によりN2(m/z:29, 30)に変換し、
それを大気の混入を防ぐために注入口を改造した GC/MS
で定量することができると考えた。この方法が確立すれば、
特定の細菌の培養を省くことができ、しかも、脱窒活性がすでに発現しているため、NO3
-を添加する必要
が無い。また、活性測定までの準備に要する時間を、従来法の2週間から、4日間に短縮できる。本研究で
は、上記の方法の開発に向けた検討に加え、海水中の硝化活性測定への適用を目的とした。 
 
[海水の脱窒活性の最適化] 
硝化活性が行われた試料は孔径0.2 µmのフィルターで滅菌され、場合により-20℃で冷凍保存されるため、
試料中には脱窒細菌が存在していないことになる。そのため、新規法を行うためには、脱窒細菌が存在する
他の海水との混合が不可欠となる。そこで、脱窒菌の接種源となる海水と最適条件の検討をモリブデン酸濃
度、コハク酸濃度、海水の種類、前培養期間の4項目において行った。その結果、脱窒活性の高い海水（現
地点では大阪湾海水）に硫酸還元を阻害するためのモリブデン酸を25 mMと電子供与体であるコハク酸を
50 µM添加した後4日間の前培養を行うことで海水中の脱窒活性を最適化することに成功した。 
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[利用に向けた検討] 
上記の通り、硝化活性試料中の15NO3-を定量するためには、脱窒細菌が存在する海水との混合が必要と
なる。そこで、K15NO3を1.0 µM添加し、フィルター滅菌を行った海水を作成し(模擬試料)、模擬サンプル
内の 15NO3
-を、67 mL容バイアルに60 mL、模擬サンプル と脱窒菌源となる海水の割合をそれぞれ変えて
定量したところ、模擬サンプル量が 5-30 mLの間で、直線性がみられた。このことから、サンプル添加量
は67 mLバイアルに全量60 mL入れた場合、15N量が5-30 nmol、添加するサンプルの割合が8.3-50 ％が
適していると判断した。 
 これまでの結果を総合し、fig. 1 のような新規法の概略図が完成した。新規法では、検量線法を用いて
15NO3
-の定量を行うため、0-10 µMの検量線を引くことにより、手順と正確性の確認を行った。結果は、標
準溶液量が5 mL、10 mLいずれの場合でも、R2=0.9以上の直線を引くことに成功した(Fig.2)。 
 
[今後] 
 現在、温室効果ガスである CO2を海洋中に貯留する計画が進行している。CO2を溶かすことにより、海
洋中の生物に影響が出る可能性があり、環境影響調査が行われている。中でも硝化活性は、CO2を溶かすこ
とにより、pHが下がり、大きな影響が出る可能性がある。そこで現在、北海道 苫小牧での実用化実験に
先立って、大阪湾海水を用いた、硝化活性実験が行われている。これは、濃度の異なるCO2を爆気し、CO2
増加に伴う硝化活性速度の低下を確認するために行われている。この試料中に生成された 15NO3
-を今後定量
していく。 
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Fig.2 . 新規法を用いた検量線の作成。67 mLバイアルに全量55 mL分注したうちの標準液の混合量 a:5 mL b:10 mL 
